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SOUHRN

Myelodysplasticky syndrom (MDS) predstavuje jedno z nejcastéjsich hematologickych onemocnéni ve véku nad 60
let. Jeho patogeneze neni doposud dostatecné objasnéna, ale s rozvojem novych molekuldrné genetickych metod
dochazi k postupnému odhalovani molekuldrniho pozadi choroby. Za prvni genetické vysetfeni provadéné u MDS
pacientl mizeme pokladat urceni bunééné mono- ¢i polyklonality. Dalsi vyznamné vysetieni bylo sledovani hladiny
metylace promotorovych oblasti tumor-supresorovych genti a zmény telomero-telomerazového komplexu. Na zac¢atku
21. stoleti se do popredi molekuldrnich technologii dostaly mikrocipové platformy, které umoznily sledovat expresi
tisice gend soucasné. Zaroven se intenzivné zkoumaji role nekddujicich RNA, jako jsou miRNA a IncRNA. V posled-
nich letech se za revoluc¢ni technologii povazuje masivni paralelni sekvenovani, které umoznuje sekvenovani celého
lidského genomu za kratkou dobu. Vysledky z tohoto vyzkumu, zaméreného na studium mutaci v réiznych genech,
jsou jiz postupné zarazovany do rutinniho molekuldrniho screeningu u MDS pacient(.

KLICOVA SLOVA
myelodysplasticky syndrom - molekularné genetickd vysetieni

SUMMARY

Belickova M., Votavova H., Cermak J. as a working group of MDS in UHKT

Molecular genetic tests in patients with myelodysplastic syndrome performed at the Institute of Haematology
and Blood Transfusion

Myelodysplastic syndrome (MDS) is one of the most common haematological diseases occurring after the age of 60
years. Its pathogenesis has not yet been fully elucidated, but with the development of new molecular genetic methods,
the molecular background of the disease is being gradually revealed. Determination of cell mono- or poly-clonality may
be considered as the first genetic test performed in MDS patients. Subsequent important methods include monitoring
of the methylation level of promoter regions in tumour suppressor genes and determination of telomeric-telomerase
complex changes. Microarray platforms were brought to the forefront of molecular technologies at the beginning of
the 21st century and enabled detection of the expression of thousands of genes simultaneously. At the same time,
the role of non-coding RNAs such as miRNA and IncRNA became the focus of great interest. In recent years, revolu-
tionary technology represented by massive parallel sequencing enabling sequencing of the whole human genome in
a short time has been introduced. The results of this research, focusing on the study of mutations in various genes,
are already being gradually incorporated in the routine molecular screening of MDS patients.
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Myelodysplasticky syndrom (MDS) je heterogenni
skupina klonalnich onemocnéni hematopoetické kme-
nové buriky s neefektivni hematopoézou. Je charakte-
rizovan morfologickou dysplazii a periferni cytopenii,
postihujici jednu ¢i vice vyvojovych linii, a zvysenym
rizikem transformace do akutni myeloidni leukemie
(AML) [1]. Incidence MDS se ptiblizné pohybuje kolem
3-5pripadtina 100 000 obyvatel, s pfibyvajicim vékem
vSak jeho vyskyt prudce stoupa.

Patogeneze MDS je intenzivné zkoumana, ale pfesto
neni zcela objasnéna. Pfredpoklada se, Ze stejné jako
u ostatnich nadorovych onemocnéni, se jedna o vice-
stupniovy proces, kdy dochdzi k postupnému hromadéni
genetickych zmén, které vedou k maligni transformaci
bunky. Klondlnim mnozenim transformované buriky,
ktera ma rstovou vyhodu, dochazi ke vzniku nadorové
populace bunék, kterd postupné obsadi celou kostni
dren. Vedle genetickych faktord se pfi patogenezi one-
mocnéni uplatiiuji i faktory epigenetické a imunopato-
logické, mikroprostifedi HSC (hematopoetické kmenové
buriky) a repara¢ni mechanismy.

Pro klasifikaci MDS syndrom bylo vytvofeno néko-
lik Klasifikac¢nich systémi, které jsou zaloZeny hlavné
na hodnoceni poctu a typu cytopenii a procentu my-
eloblast{i v kostni dfeni. Prvnim systémem klasifikace
byla francouzsko-americko-britska (FAB) klasifika-
ce z roku 1982, ktera rozdélila MDS do péti subtypl
[2]. Nejnovéjsi klasifikaci, z roku 2016, je Klasifikace
Svétové zdravotnické organizace (WHO), ktera MDS déli
najedenact podtypt [3]. Stejné tak existuje nékolik pro-
gnostickych systémt pro zhodnoceni prognézy a preZiti
pacient@. V roce 1997 byl sestaven IPSS (International
Prognostic Scoring System), ktery byl v roce 2012 revidovan
na IPSS-R (Revised International Prognostic Scoring System), kdy
byly pfidany dalsi prognostické hodnoty jako hladina
hemoglobinu, pocet krevnich desticek, neutrofilti a de-
tailnéjsi analyza cytogenetickych abnormalit a jejich
prognosticky vyznam [4]. IPSS-R zafazuje pacienty do
péti kategorii rizika (velmi nizké aZ po velmi vysoké) na
zakladé prognozy vyvoje onemocnéni s rozdilnou dobou
preziti pacientdi a dobou progrese onemocnéni do AML.

MDS lze také zjednodusené rozdélit na dvé stadia
- ¢asné a pokrocilé. Casné stadium lze zafadit mezi
prekancerézy, kdy nalézadme v krvetvornych bunkach
zvySenou apoptézu, kterda nenasvédcuje o nadorové
povaze bunék. Ale zarovenl detekujeme jiz nékteré
vlastnosti nadorovych bunék, jako je poSkozena di-
ferenciace, chromozomové aberace a mutace gent.
Rana stadia povazujeme tedy za indolentni formy MDS
oproti agresivnim, proliferacnim, pozdnim formam
MDS, které jiz maji plnou charakteristiku nadorovych
bunék, jako je zvySend proliferace, snizena apoptéza,
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poskozena diferenciace, dal§i chromozomalni abnor-
mality (casto komplexni karyotyp), nasledné mutace,
zejména v tumor supresorovych genech a protoonkoge-
nech. Priblizné 1/3 vSech diagnostikovanych pacientt
pfechazi neoplastickou transformaci v AML.

Lécba pacientd je individualizovani a zaloZena na
rizikovosti onemocnéni. LéCebna strategie pro pacien-
ty s nizs§im a stfednim rizikem spoc¢iva v podplirné,
stimula¢ni (podavani ristovych faktor krvetvorby),
chelatac¢ni, imunosupresivni nebo imunomodulacni
terapii. Cilem je zlepSeni kvality a prodlouZeni délky
Zivota. U pacient(l s vysokym rizikem je terapie zamé-
fena na vymyceni patologického klonu a na prevenci
transformace do AML, nejcastéji jsou indikovany tyto
typy 1é¢by: hypometylacnilé¢ba, intenzivni chemote-
rapie s naslednou transplantaci krvetvornych bunék
nebo bez ni. Jeden z perspektivnich novych objevil
v oblasti 1écebnych postupil je zapojeni prirozeného
imunitniho systému do potlaceni vyvoje MDS. Bylo
zjisténo, Zze myelodysplastické buriky vytvareji zanét
av tomto prostfedi se jim dafi. Na tento konkrétni typ
zanétu by bylo mozné se zacilit pomoci 1éki1, a tim by
se MDS burtiky staly zranitelnéjsi. Tento ptistup musi
byt dikladné testovan klinicky, ale vyzkum v této ob-
lasti by mohl poskytnout §iroky soubor terapeutickych
cilii. Dale jsou naptiklad zkoumany apoptotické cesty
¢i mutované sestfihové faktory, které také patii mezi
slibné terapeutické cile.

Pracovi$té UHKT patii mezi Centra excelence usta-
novené mezinarodni nadaci MDS Foundation, ktera
jsou specializovana na péci o pacienty s diagnézou
MDS. Probihd zde tésna spoluprice mezi 1ékafi a vé-
deckymi pracovniky s cilem dosahnout nejlepsi mozné
péce.

V oblasti molekuldrné genetickych vySetfeni u MDS
doslo v poslednich letech k velkému pokroku a probiha
fada studii, které validuji vyznam nalezti pro zpresnéni
Klasifika¢nich a prognostickych systém, a hlavné pro
zavadéni novych lécebnych postupti. V UHKT se vice
nez 20 let védecti pracovnici vénuji intenzivnimu vy-
zkumu molekularnich faktor podilejicich se na pato-
genezi MDS a jejich aplikaci do klinické praxe. Detekce
bunécéné mono- ¢i polyklonality hraje vyznamnou roli
pfi odliseni nékterych malignich neoplazii, které jsou
v drtivé vétsiné monoklonalni, od polyklonalnich re-
aktivnich 1ézi. Vzhledem ke klondlnimu charakteru
MDS, prvotnim molekularnim testem v 90. letech bylo
proto stanoveni klonality pomoci metody HUMARA.
Tato metoda byla zaloZena na stanoveni metylacni-
ho statutu chromozomu X v lokusu HUMARA u MDS
pacientl Zenského pohlavi. Klonalita byla ur¢ovana
u separovanych CD3 pozitivnich bunék, T lymfocyti,
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Obr. 1. Sledovani mutacni zatéze v jednotlivych genech v priibéhu nemoci u pacienta s MDS

s nizkym rizikem

VAF - variantni alelicka frekvence (mutacni zatéz); Diagnosis - vySetfeno v dobé diagnézy;

Progression - vySetfeno v dobé progrese

CD14 pozitivnich monocytii a granulocytd periferni
krve &i kostni dfené [5]. Stupenl klonality slouzil kli-
nickym pracovnik@m pro urceni a zpfesnéni diagnozy
a stanoveni prognézy. Dalsi védecké poznatky pou-
kazaly na vyznam epigenetickych modifikaci gent
v patogenezi MDS. V tomto kontextu bylo na naSem
pracovisti zavedeno sledovani hladiny metylace promo-
torové oblasti genu CDKN2B (p15Ink4B). Metylace byla
detekovana metylové specifickou PCR po modifikaci
DNA bisulfidem sodnym a aberantni metylace genu
p15Ink4B byla asociovana s progresi onemocnéni MDS.
Plivodni metoda byla nahrazena vySetfenim pomoci
metylacné specifické MLPA (Multiplex Ligation Dependent
Probe Amplification), kterd umoznuje detekovat jak pocet
genovych kopii, tak i metyla¢ni zmény soucasné [6]. Od
roku 2004 byly dale u pacientli s MDS sledovany zmény
telomero-telomerazového komplexu a genfi, které ho
ovliviiuji, vCetné expresnich profili POTI, TEPI, TRF],
TNKS, jez nebyly u pacienti s MDS z celosvétového hle-
diska zatim viibec sledovany. Dynamika telomer byla
studovana pomoci metod TRF (Metoda Terminalniho
Repeti¢niho Fragmentu pro délku telomer) a TRAP (pro
stanoveni aktivity telomerazy) a zvySena telomerazova
aktivita signifikantné souvisela se zkracenymi telo-
merami a byla detekovana u poloviny pacientii s MDS
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[7]. V roce 2008 byl zaveden metodicky
postup pro sledovani nejcastéji se obje-
vujicich bodovych mutaci v protoonko-
genu N-Rasve12. a13. kodonu prvniho
exonu a v 61. kodonu druhého exonu
u MDS pomoci sekvenacéni analyzy.
Frekvence vyskytu zminénych mutaci
vyznamneé nartistala s progresi MDS.
Na zacatku 21. stoleti se do poptfedi
molekularnich technologii dostaly mi-
krocipové platformy, které umoznily
sledovat aktivitu (expresi) tisice gentt
vramcijednoho vzorku, a tak se védctim
otevrel novy pohled na globalni regulac-
nisitainterakce genti. Nase pracovisté
bylo jednim z prvnich v Cesku, kterad
zacala tuto novou technologii pouzivat
pro molekularni charakterizaci hema-
tologickych malignit. V laboratofi byly
optimalizovany protokoly pro mnoho
rtiznych mikrocipovych platforem od fi-
rem Clontech, Ambion, Combimatrix,
Luminex, lllumina. Posledni jmenova-
na platforma Illumina jiz umoznovala
celogenomové analyzy a pomoci ni byl
ziskan velmi cenny a komplexni sou-
bor dat o transkriptomu MDS. Jednak
byly stanoveny expresni profily specifické pro jednotlivé
subtypy MDS [8] a geny vykazujici signifikantni zmény
u pacientti byly dale validovany pomoci metody RT-PCR.
V dalsi fazi vyzkumu jsme se zaméfili i na expresni zmé-
ny asociované se specifickou 1é¢bou. Konkrétné jsme
studovali efekt lenalidomu na transkripéni aktivitu
MDS bunék a odhalili jsme deregulaci TNF signalni
drahy u MDS pacientii 1é¢enych touto imunomodulacni
latkou [9]. Na valida¢nich kohortach pacientd byl ovéfen
prognosticky vyznam vybranych kandidatnich gent,
které se jevi jako klinicky relevantni pro hodnoceni
individualniho rizika MDS pacienta a pro rozhodnuti
o optimalni 1é¢bé. Kromé protein-kédujicich gend,
na které byly zameéteny pocatecni projekty expresniho
profilovani, jsme se v roce 2006 zacali vénovat i studiu
protein-nekédujicich malych (miRNA) a dlouhych RNA
(IncRNA). Tyto regula¢ni RNA hraji vyznamnou roli v re-
gulaci genové exprese a diky specifickym vlastnostem
se jevi jako spolehlivé a stabilni molekularni markery
uMDS. Obdobné jako expresni profily mRNA také speci-
fické profily miRNA byly asociovany se subtypy MDS [10]
a pri 1é¢bé lenalidomem byla signifikantné ovlivnéna
exprese miRNA klastrovanych v oblasti 14q32 [11]. Od
roku 2000 nase pracovisté publikovalo pres 20 ¢lank
v impaktovanych zahrani¢nich ¢asopisech, které byly
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Obr. 2. Kaplanova-Meierova krivka celkového preziti (OS) pacientt s MDS s nizkym rizikem

Pacienti byli rozdéleni podle pfitomnosti mutace v genu TP53, jeji zatéze a doby prvni detekce do ¢tyf skupin. Prvni skupinu s medidnem preziti
138 mésicl tvofi pacienti bez mutace (Cerna krivka), druhou skupinu se 43,5 mésici OS tvofi pacienti s mutacni zatézi > 6%VAF v dobé diagndzy
(Cervenad krivka), treti skupinu s 80,9 mésici OS tvofi pacienti s mutacni zatézi < 6%VAF v dobé diagndzy (zelend krivka) a ¢tvrtou skupinu s 104,9
meésici OS tvofi pacienti, u kterych byla mutace detekovana az v prabé&hu nemoci (modra kfivka). VAF: variantni alelicka frekvence.

(Prevzato: Belickova, Oncotarget, 2016)

vénovany vyuziti mikro¢ipovych technik u hematolo-
gickych malignit, a to pfedev$sim u MDS. V roce 2005
jsme ziskali ,,Cenu Casopisu 1ékaiti Ceskych za nejlepsi
publikaci roku“. V neposledni fadé se nase laboratot
stala Skolicim pracoviStém v oblasti mikroc¢ipovych tech-
nologii. Ziskané praktické zkuSenosti a odborné znalosti
byly pfedavany student@im v ramci ,,Praktického kurzu
biolipovych technologii“ pofddaného na UHKT od roku
2002 po dobu 13 let.

V roce 2011 byl na nasem pracovisti spustén provoz
prvni platformy pro sekvenovani nové generace (NGS).
Tato revolucni technologie umoznuje masivni paralelni
sekvenovani celého lidského genomu za kratkou dobu.
Za pouziti NGS providime u MDS pacienti mutac¢ni
screening v dobé diagnézy a pri progresi onemocnéni
(obr. 1). Prokazali jsme, Ze mutace v genu TP53 jsou sig-
nifikantni rizikovy faktor pro celkové preziti pacientl
(obr. 2) [12]. Stejné vysledky byly jiZ publikovany i v ji-
nych studii, a proto se uvazuje o zafazeni mutacniho
stavu genu TP53 do prognostického systému a o jeho
rutinnim vySetfovani u MDS. V nejblizsi dobé 1ze oceka-
vat zafazeni vySetfeni mutacniho statusu dalsich genti
jako napf. NRAS i RUNXI. Od roku 2016 jsou jiz mutace
genu SF3BI pouzivany jako pomocny diagnosticky faktor
v WHO Klasifikaci.

Nové terapeutické pristupy u MDS zahrnuji epigene-
tickou 1é¢bu azacitidinem a imunomodulac¢ni terapii le-
nalidomidem (LEN). Tim vyvstala potfeba rozpoznat pa-
cienty pozitivné reagujici na tyto terapie. Zjistili jsme,
Ze vysoké hladiny mRNA genu pro cereblon (CRBN)
jsou diilezité pro icinnost LEN a mohou predikovat
lécebnou odpovéd. Prace na toto téma, prezentovana
na konferenci Americké hematologické spolecnosti
(ASH) v roce 2013, byla vybrdna mezi nejvyznamnéjsi
piispévky konference do tzv. ,Highlights of ASH 2013 [13].

V rdmci vyzkumné ¢innosti jsme feSili vice jak 20
grantovych projekti s tématem MDS a ziskali napf.
Cestné uznani ministra zdravotnictvi MUDTr. T. Julinka
za mimoradné tspésné feSeni vyzkumného projektu
NR/7989-3. Ve spolupraci s Univerzitou Karlovou jsou do
vyzkumnych projekti na nasem pracovisti zapojovany
pre- i postgradudlni studenti.
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e a0 zavadBni Otevreni kllnlckehg od- Byla provedena prvni
biochemickych, fyzikalné déleni - struktura UHKT alogenni transplantace
chemickych a n'10rfologick)'/ch i hlavni sméry vyzkumu kostni diené.
vySetiovacich metod, studium byly pr|vzvpusobeny tak: - 1?91 .
plazmatickych protein(i aby smérovaly ke kvalitni UZ na nové vybudova-
a poatky imunologickych diagnostice a terapii ném transplantacnim
st krevnich chorob. Oddé- oddéleni probéhla prvni
leni mélo 42 lizek v Sesti transplantace kostni
pokojich a nezbytné drené od nepfibuzného

laboratorni zazemi. darce v Ceskoslovensku.



